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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, eine 
ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antilcorper. 

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellprolifera- 
tion und -Differenzierung wahrend der Embrvonal-Entwicklung von Drosoph.la, 
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfalit die Kombination von 
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind, 
und wnt-Rezeptoren, an die die Glykoproteine binden. Ferner ist der wnt-S.gnal- 
weg beim Menschen kausal irr, Colon- und Mamrr^akarzinom sowie den. Mela- 
nom impliziert <vg.. Peifer, M., Science 275, ,1997). 1752-1753). Inhibitoren 
des wnt-Signalwegs konnten daher eine Moglichkait darstellen, therapeutisch be, 
Tumorerkrankungen eingreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den PatentansprOchen 

20 erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Inhibitor-Protein des wnt- 
Signaiwegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsensus-Sequenzen I und II umfaSt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daS in 
Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das den wnt-Signalv.eg inhibiert. Der Anmelder hat gefunden, daBd.e 
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Expression des wnt-Gen<: YiA/r»+ o • ^ 
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saure-Konsenus-Sequenzen i und II auf. 

N.k.e,„«,„„. c„..e .„„ .,„e R„A „<,., e,„e DNA k,„„ „ 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c. eine .it der DNA von (a) oder (b) Ober den degenerierten genetisc.en 
Code verwandte DNA. 

De. Ausdruck "hybridisierende DNA" weist a.f eine DNA hin, die unter Oblicben 
Bed,ngungen. insbesondere bei 20^0 unter den. Schmelzpunkt der DNA .i 
einer DNA von (a) hybridisiert. 
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Die DNA von Fig. 2 umfafSt sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus, 
Mensch oder Huhn stammen und fur (wnt-I) kodieren. Sechs dieser DNAs 
wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt: 

Fig. 2.1 {DNA aus Mensch) als phdkk-3 unter DSM 1 1762 

Fig. 2.2 {DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3 

Fig. 2.3 {DNA aus Maus) als pmdkk-2 unter DSM 11759 

Fig. 2.4 {DNA aus Mensch) als phdkk-2 unter DSM 1 1761 

Fig. 2.5 {DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 11758 

Fig. 2.6 {DNA aus Mensch) als phdkk-1 unter DSM 11760 

Fig. 2.7 (DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 11757 

Nachstehend wird eine erfindungsgennafSe DNA in Fornn einer cDNA beschrieben. 
Diese steht beispielhaft fur jede unter die vortiegende Erfindung fallende DNA. 

Zur Herstellung einer erfindungsgemafien cDNA ist es gunstig, von einer Xeno- 
pus laevis-cDNA-Bibllothek auszugehen (vgl. Glinka, A. et al.. Mechanisms 
Develope.60, (1996), 221-231). Von den einzelnen cDNA-Klonen werden 
mittels RNA-Polymerase entsprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden 
zusammen mit mRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji- 
ziert. Es wird auf die Ausblldung von Siamesischen Zwiilingen bei Xenopus 
laevis gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens alieine 
Oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht 
fur {wnt-D kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwiilingen wird somit 
als Nachweis fur das Vorliegen einer mRNA gewertet, die fur (wnt-I) kodiert. 
Solch eine mRNA laSt unmittelbar die entsprechende cDNA erkennen. 

Eine erfindunggemaSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpadi zu 
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nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS 
CDM8 und PCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignei 
sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen. um eine, erfindungsgemalSe, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Belspiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 



Der Fachmann weilS, in welcher Weise eine erfindungsgemaSe cDNA in einen 
Expressionsvektor inserlert werden muS. Ihm ist auch bekannt, daS diese cDNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so dal5 die erfindungsgemaUe cDNA in Form eines Fu- 
1 5 sionsproteins exprimiert werden kann. 
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Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemaSe cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubiiche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
nnonoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polykionalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 
sionslprotein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fiir den monoklo- 
nalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 
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Die voriiegende Erfindung ermogltcht es, den wnt-Signalweg besser zu unter- 
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemafien Antikorper kann (wnt-1) 
in Organismen nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgema- 
(Sen (wnt-l) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
werden. Beide Nachweise konnen durch (ibliche Verfahren, insbesondere etnen 
Western Blot, einen ELiSA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluo- 
reszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemaSen Nukleinsaure, 
insbesondere einer DNA und hiervon abgeieiteten Primern, die Expression des fur 
{wnt-D kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
Qblicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Somit konnen mit der voriiegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht, 
d.h. diagnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam- 
menhangen. Dies sind z.B. Zeilproliferation und -Differenzierung sowie Erkran- 
kungen verschiedenster Art. Beispiele von letzteren sind Erkrankungen des 
Auges und der Knochen sowie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und 
Mammakarzinom sowie Metanom. 

Desweiteren eignet sich die voriiegende Erfindung, MafSnahmen fur und gegen 
das Vorliegen von (wnt-I) in Organismen zu ergreifen. Mit einem erfindungs- 
gemaften Antikorper kann (wnt-l) in Organismen inhibiert werden. Andererseits 
kann mit einem erfindungsgemafien (wnt-l), insbesondere nach Koppiung an ein 
vom Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die 
Menge von (wnt-l) in Organismen erhoht werden. Entsprechendes kann auch mit 
einer erfindungsgemaSen Nukieinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo- 
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-l) in 
diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemafSe Nukiein- 
saure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden. 
Hierzu wird die Nukieinsaure, z.B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sinn- 
Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (wnt-l) kodierenden Gens 
verwendet. 
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Somit stellt die voriiegende Erfindung auch die Moglichkeit bereit, in den wnt- 
Signalweg aktivierend bzw. inhibierend einzugreifen. Erstes konnte z.B durch 
Verabreichungeines erfindungsgemafSen Antikorpers gegen (wnt-l) erfolgen. Fur 
letzteres bietet sich an, erfindungsgemaBes (wnt-l) zu verabreichen. Die Aktivie- 
rung des wnt-Signalwegs konnte sinnvoll sein, wenn daran gedacht wird 
Organismen fur Organspende zu zOchten. Die Inhibierung des wnt-Signalwegs 
b.etet sich allerdings an, um therapeutisch be! Erkrankungen von Knochen und 
des Auges sowie bei Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und Mammakar- 
zinonnen sowie Melanom, eingreifen zu konnen. 

Insbesondere zeichnet sich die voriiegende Erfindung dadurch aus, daS sie 
gewebespezifisch eingesetzt werden kann. Dies gilt sowohl fur Diagnose als 
auch fur Therapie. Beispielsweise eignet sich eine erfindungsgemaSe DNA, DKK- 
1 , ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, 
wie Gehirn, Herz, GefaBe, Knochen, Knorpel. Bindegewebe und Auge. Ferner 
eignet sich eine erfindungsgemaUe DNA, DKK-2, ein entsprechendes Protein 
bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefaSe, 
Knochen, Bindegewebe, Nieren, Hoden, Milz, Ovarien, Muskel, Uterus, Knorpel, 
Auge und Brustdruse. Desweiteren eignet sich eine erfindungsgemaSe DNA, 
DKK-3, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon, besonders fur 
Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefaBe, Knochen, Knorpel, Auge, Bindegewebe, 
Lunge, Ovarien, Muskel und Brustdruse. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II eines erfin- 

dungsgemaBen (wnt-l). Die Angabe bedeutet eine Aminosaure, 
wobei die Zahl der Aminosauren varlabel ist, wenn sie einen Stern 
aufweisen, 

Fig. 2 zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l) kodierenden DNAs mit 

Angabe der Basen, die zu den Aminosaure-Konsensus-Sequenzen 
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von (wnt-l) beitragen. 

Fig. 3 zeigt die Expression von drei (wnt-l) kodierenden DNAs, DKK-1, 

DKK-2 und DKK-3, in Geweben. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispieie eriautert. 

Beispiel 1 : Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaRen (wnt-l) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaSen (wtn-1) wurde die DNA von Fig. 2.6, 
phdkk-1 mit Bam Hl-Linkern versehen, anschlielSend nnit Bam HI gespaiten und 
in den mit Bam HI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es 
wurde das Expressionsplasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein soiches kodiert fur ein 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs- 
gemafSen (wnt-l) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von 
E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) 
verwendet. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit lOOjwg/ml Ampicillin 
und 25)L/g/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60jjW\ lsopropyl-f2.-D-Thiogalacto- 
pyranosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochiorid wurde 
eine Lyse der Bakterien errelcht, anschlieBend wurde mit dem Lysat eine Chro- 
matographic (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 elulert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 1 8 % SDS-Poiyacrylamid- 
Gelelektrophoreseunterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 
J.O. und Kornberg, R.D., J.Mol.BioL 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, dafS ein erfindungsgemaRes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 

Beispiel 2: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemalien Antikorpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Polyacrylamid-Geielektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
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Natriumacetat wurde eine ca. 40 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und 
in Phosphat gepufferter Kochsaizlosung inkubiert. Gel-Stucke warden sedrmen- 
tiert, bevor die Proteinkonzentration des Oberstandes durch erne SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung f olgte, bestimmt 
wurde. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immuni- 
siert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35/jg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 

und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1 , Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung {inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. HIerzu wurde ein 
erfindungsgemafSes Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein NItrocellulosefilter ubertragen {vgl. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalrscher Phosphatase gekoppelter monokionaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlieSend die alkallsche Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 
(36A/M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
lOOmM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCl2) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 
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Es zeigte sich, daB erf indungsgemafie, potyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fiir polyktonale Antikorper im Huhn 

5 Pro Immunisierung wurden 40//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 

und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
10 Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb wurden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
wurden erfindungsgemalie, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

1 5 Immunisierungsprotokoll fiir monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden 12/yg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml {ohne Adjuvans) gelost. 

20 - Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 



25 



Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemafSe, monoklonale Antikorper wurden nacligewiesen. 
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Patentanspruche 



5 1. 

2. 

10 

3. 
4. 

15 
20 

5. 
6. 

25 7. 



Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine 
der in Fig. 1 angegebenen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II 
umfaSt. 

Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus- 
Sequenzen I und II unnfafSt. 

DNA, kodlerend fur das Protein nach Anspruch 1 oder 2, 
DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine nnit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA, 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4. 

Transfornnante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 5. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2, umfas- 
send die Kultivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne- 
ten Bedingungen. 



8. 

30 

9. 



Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 



Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Dia- 
gnose und/oder Therapie. 
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10. Verwendung der DNA nach Anspruch 3 oder 4 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Deutsches Krebsf orschungszentrum 

(3) STRASSE: Im Neuenheimer Feld 280 

(C) ORT: Heidelberg 

(S> LAND: Deutschland 

(F) P0STLEIT2AHL : 6S120 

(ii; BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Inhibicorprocein des wnc - Signalwegs 
(iii) ANZAHL DER SEQUEN2EN : 7 

(iv) COMPUTER -LE SB ARE FAS SUNG : 

(a; DATENTRAGER: Flcppy disk 
(E) COMPUTER: IBM PC compacibie 
(C) 3ETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(Dj SOFTWARE: Paten- In Release #1.0, Version ^^1. 30 (EPA) 

iv) DATEN DER VORANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER : DE 15747418.7 

(2) ANGABEN Z" SEQ ID NO : 1: 

■; i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 1297 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) 3TRANGF0RM: Einzelstrang 
(D; TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) H Y POTHET I S CH : NE I N 

(iv) ANTI3ENSE: NEIN 



(Xi; SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GACAGTCGGA GCCGGCGCTG CAGCATCA.^^-^ GGGACTTATC TTGGAGQACT TGTGAATTCT 6 0 

CATCCTGCCA TTGTGGTTAC TGAGTCTGGT TGGACAGAGG AATGGGCAGC AACATGTTCC 12C 

CGGTGCCTCT TATTGTCTTT TGGGGTTTTA TCTTGGATGG GGCACTTGGC TTTGTCATGA 18 C 

TGACCAACTC CAACTCCATC AAGAATGTGC CGGCGGCACC AGCAGGTCAG CCCATTGGCT 24 0 

ACTACCCTGT GAGCGTCAGT CCGGACTCCC TATATGATAT TGCCAACAAG TACCAACCTC 30C 

TGGATGCCTA CCCGCTCTAC AGTTGCACGG AAGATGATGA CTGTGCCCTT GATGAATTCT 36C 

GTCACAGTTC CAGAAACGGC AACTCTCTGG TTTGCTTGGC ATGCCGGAA.ZV CGCAGAAAGC 42C 

GTTGCCTGAG GGACGCCATG TGCTGCACAG GCAACTACTG TAGGA^^.CGGA ATTTGTGTCC 4 8C 

CTGTGC-AGCA AGATCAAGAG CGCTTCCAAC ACCAGGGATA CCTGGAAGAA ACCATTCTGG 54 C 

AAAACTATAA TAATGCTGAT CATGCAACAA TGGATACTCA TTCCAAATTA ACCACGTCGC 60C 
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CATCTGGAAT GCAGCCCTTT AAAGGCCGTG ATGGTGATGT TTGCCTCCGA TCAACTGACT 66 0 

GTGCGCCAGG TCTATGCTGT GCCCGTCATT TCTGGTCAAA GATCTGCAAG CCGGTCCTTG 72 0 

ATGAAGGCCA AGTGTGCACC AAGCACAGGA GGAAAGGCTC TCACGGGCTA GAGATTTTCC 7 80 

AGCGTTGTCA CTGCGGTGCC GGACTCTCGT GCCGGTTACA GAAAGGAGAA TTTACAACTG 84 0 
TCCCTAAAAC ATCGAGACTT CACACTTGCC AAAGACACTA AGCGAGGCCT ACAGAGCCTG 900 
AAGGACCTTC TCTAAATTAA GCTAATTAAG ACTTTGGTAC CTGCATGTTA TTTTCTCAGT 96 C 

TTACATGAAG TGCTCTGGTC TTCCCTGAAC CCGGAAGCTG CGCAACTTGT tTCTTTTTTT 102 0 

GAGGAACTTC CTAATTAATG CTAATTACAG TAAATTACTG TGTTGTAAAT ACTACGCAAG 108 0 

GAGACCTGTA AAAACTGTAA ATACCCGTGT ATAGAAAGTG TACATGATCT TCTCTATTGT 114 0 

AACCTGCCAC CTTGTACATT CCGACGCGCT CTTCCCTTTT TATATATATA TATATATAAA 12 0 0 

TATATATTAT ATTATGTAGA GTTTACGTCT AGTATGTCTG TATTTTTAAT TGAAATAAAA 12 5 0 

CATTTC7AAA CTTAAAAACA AAAAAAAAAA AAAAAAA 

( 2 ) ANGA3EN ZU SEQ ID NO : 2 : 

;i} SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LiANGE: 881 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelscrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

{ii; ART DBS MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii:- HYPCTHETISCK: NEIN 
' i V .. ANT I SENSE : NE IN 



{xi:- SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

TGCAGGCATG AACAAGGACT GGGTTCGGCG GCAGTGAGAA GGGCAAAAGC CTGGGGCAGG 6C 

CCTACCCTTG CAGCAGTGAT AAGGAATGTG AAGTTGGAAG ATACTGCCAC AGTCCCCACC 120 

AAGGTTCATC AGCCTGCATG CTCTGTAGGA GGAAAAAGAA ACGATGCCAC AGAGATGGGA 180 

TGTGTTGCCC TGGTACCCGC TGCAATAATG GAATCTGCAT CCCAGTCACT GAGAGCATCC 24 0 

TCACCCCACA TATCCCAGCT CTGGATGGCA CCCGGCATAG AGATCGCAAC CATGGTCACT 3 00 

ATTCCAACCA TGACCTGGGA TGGCAGAATC TAGGAAGGCC ACACTCCAAG ATGCCTCATA 3 60 

TAAAAGGACA TGAAGGAGAC CCATGCCTAC GGTCATCAGA CTGCATTGAT GGGTTTTC-TT 4 20 

GTGCTCGCCA CTTCTGGACC AAAATCTGCA AACCAGTGCT CCATCAGGGG GAAGTCTGTA 4 8G 

CCAAACAACG CA?.GAAGGGT TCGCACGGGC TGGAGATTTT CCAGAGGTGT GACTGTGCAA S4 0 

AGGGCCTGTC CTGCAAAGTG TGGAAAGATG CCACCTACTC TTCCAAAGCC AGACTCCATG 600 

TATGCCAGAA GATCTGATAA ACACTGGAAG AGTCATCACT AGCAGACTGT GAATTTGTGT 55C 
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ATTTAATGCA TTATGGCATG ATGGAAACCT GGATTGGAAT GCGGAAGAAT GAGGGATGTG 72 0 

GTAAGAATGT GGAGCAGAAG AGGGCAGGAC TGAATCAAGT AGAGTCGACA ACAACCAAAG 780 

TACTACCAGT GCTTCCGTTA TGTGCCTCAT CTATGTAAAT AATGTACACA TTTGTGAAAA 84 0 

TGCTATTATT AAAAGAAAGC ACACCATGGA AATTACAAAA A 881 
( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3 : 

{i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LiANGE : 1226 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
( i i i ) HYPOTHETI SCH : NE IN 
iiv) ANTISENSE: NEIN 



120 



ixi) SEQUEKZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO : 3: 
GACCCACGCG TCCGTGCCTG TTTGCGTCCT TCGGAGATGA TGGTTGTGTG TGCACCGGCA 
GCTGTCCGGT TCTTGGCCGT GTTTACAATG ATGGCTCTCT GCAGCCTCCC TCTGCTAGGA 

GCCAGTGCCA CCTTGAACTC AGTTCTCATC AATTCCAACG CGATCAAGAA CCTGCCCCCA 18 0 

CCGCTGGGTG GTGCTGGGGG GCAGCCGGGC TCTGCTGTCA GTGTGGCGCC GGGAGTTCTC 24 0 

TATGAGGGCG GGAACAAGTA CCAGACTCTT GACAACTACC AGCCCTACCC TTGCGCTGAA 3 00 

GATGAGGAGT GCGGCTCTGA CGAGTACTGC TCCAGCCCCA GCCGCGGGGC AGCCGGCGTC 3 50 

GGAGGTGTAC AGATCTGTCT GGCTTGCCGA AAGCGCAGGA AGCGCTGCAT GACGCACGCT 4 2 0 

ATGTGCTGCC CCGGGAACTA CTGCAAAAAT GGAATATGCA TGCCCTCTGA CCACAGCCAT 430 

TTTCCTCGAG GGG-AAATTGA GGAAAGCATC ATTGAAAACC TTGGTAATGA CCACAACGCC 54 0 

■GCCGCGGGGG ATGGATATCC CAGAAGAACC ACACTGACTT CAAAAATATA TCACACCAA-A 500 

GGACAAGAAG GCTCCGTCTG CCTCCGATCA TCAGACTGTG CCGCAGGGCT GTGTTGTGCA SSO 

AGACACTTCT GGTCCAAGAT CTGTAAACCT GTCCTTAAAG AAGGTCAGGT GTGCACCAAG 72 0 

CACAA.ACGGA AAGGCTCCCA CGGGCTGGAG ATATTCCAGC GCTGTTACTG CGGGGAAGGC 760 

CTGGCTTGCA GGATACAGAA AGATCACCAT CAAGCCAGCA ATTCTTCTAG GCTCCACACC 84 0 

TGCCAGAGAC ACTAAACCGA CAGTCTAAAT ATGATGGACT CTTTTTATCT AATATATGCT 90 0 

■ACGAAA.ATCC TTTATGATTT GTCAGCTCAA TCCCAAGGAT GTAGGAATCT TCAGTGTGTA 96 0 

ATTAAGCATT CCGACAATAC TTTCCAAAAG CTCTGGAGTG TAAGGACTTT GTTTCTTGAT 102 0 

GGAACTCCCC TGTGATTGCA GTAAATTACT GTGTTGTAAA TCCTCAC-TGT GGCACTTACC 106 0 

TGTAAATGCA GCAAAACTTT TAATTATTTT TCTAGAGGTG TGGTACATTG CCTTGTTTCT 114 0 
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CTTGCATGTA AATTTTTTTT GTACACGGTT GATTGTCTTG ACTCATAAAT ATTCTATATT 

GGAGTAGAAA AAAAAAAAAA AAAAAA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 768 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelscrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

{iv) ANTI SENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 4: 

ATACGACTCA CTATAGGGAA TTTGGCCCTC GAGGCCAAGA ATTCGGCACG AGGGTTGGGA 

GGTATTGCCA CAGTCCCCAC CAAGGATCAT CGGCCTGCAT GGTGTGTCGG AGAAAAAAGA 

AGCGCTGCCA CCGAGATGGC ATGTGCTGCC CCAGTACCCG CTGCAATAAT GGCATCTGTA 

TCCCAGTTAC TGAAAGCATC TTAACCCCTC ACATCCCGGC TCTGGATGGT ACTCGGCACA 

GAGATCGAAA CCACGGTCAT TACTCAAACC ATGACTTGGG ATGGCAGAAT CTAGGAAGAC 

CACACACTAA GATGTCACAT ATAAAAGGGC ATGAAGGAGA CCCCTGCCTA CGATCATCAG 

ACTGCATTGA AGGGTTTTGC TGTGCTCGTC ATTTCTGGAC CAAAATCTGC AAACCAGTGC 

TCCATCAGGG GGAAGTCTGT ACCAAACAAC GCAAGAAGGG TTCTCATGGG CTGGAAATTT 

TCCAGCGTTG CGACTGTGCG AAGGGCCTGT CTTGCAAJ^.GT ATGGAAAGAT GCCACCTACT 

CCTCCAAAGC CAGACTCCAT GTGTGTCAGA AAATTTGATC ACCATTGAGG AACATCATCA 

ATTGCAGACT GTGAAGTTGT GTATTTAATG CATTATAGCA TGGTGGAAAA TAAGGTTCAG 

ATGCAGAAGA ATGGCTAAAA TA-AGAAACGT GATAAGAATA TAGATGATCA CAAAAAAAAA 

AAAAAAAAAG ATGCGGCCGC AAGCTTATTC CCTTTAGTGA GGGTTAAT 

i2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ; SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 828 Basenpaare 
(E) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

{ii; ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTI SENSE: NEIN 



1200 
1226 



50 
12 0 
180 
240 
300 
3dC 
420 
4 8C 
54 0 
600 
6oC 
72 0 
75 S 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 



TGGCCCCGCA 


CGCCAAAAAT 


TCGGCACGAG 


GGTCTGGCAC 


TCAGAGGATG 


CTCTGACCTT 


60 


GAAAGGGTCC 


TATCTGGAGA 


CGAGGGAGTA 


CAACGTGCTG 


AATGTGTGCG 


GTTCAGGGAG 


120 


CATTTGGTAA 


CCCTGCATTT 


GGGAGCAGTG 


GGCACTAACC 


GGTTTTGGAG 


AGGTGGACAC 


130 


ATAAGGACTG 


TGATCAGCGC 


CCGGGTCCAA 


GAGGGCGGGT 


ACCTGGACCT 


CTGGGTGCCT 


240 


CACCCTCTCC 


CCGAACCCTT 


CCCACAGCCG 


TACCCGTGCG 


CAGAGGACGA 


GGAGTGCGGC 


300 


ACTGATGAGT 


ACTGCGCTAG 


TCCCACCCCG 


CGGAGGGGAC 


CGCCGGCCGT 


GCAAATCTGT 


360 


CTCGCCTGCA 


GGAAGCGCCG 


AAAACGCTGC 


ATGCGTCACG 


CTATGTGCTG 


CCCCGGGAAT 


420 


TACTGCAAAA 


ATGGAATATG 


TGTGTCTTCT 


GATCAAAATC 


ATTTCCGAGG 


AGAAATTGAG 


480 


GAAACCATCA 


CTGAAAGCTT 


TGGTAATGAT 


CATAGCACCT 


TGGATGGGTA 


TTCCAGAAGA 


54 0 


ACCACCTTGT 


CTTCAAAAAT 


GTATCACACC 


AAAGGACAAG 


AAGGTTCTGT 


TTGTCTCCGG 


600 


TCATCAGACT 


GTGCCTCAGG 


ATTGTGTTGT 


GCTAGACACT 


TCTGGTCCAA 


GATCTGTAAA 


66C 


CCTGTCCTGA 


AAGAAGGTCA 


AGTGTGTACC 


AAGCATAGGA 


GAAAAGGCTC 


TCATGGACTA 


720 


G AAAT ATT CC 


AGCGTTGTTA 


CTGTGGAGAA 


GGTCTGTCTT 


GCCGGA.TACA 


GAAAGATCAC 


78C 


CATCAAGCCA 


GTAATTCTTC 


TAGGCTTCAC 


ACTTGTCAGA 


GACACTAA 




828 



(2) ANGA3EN 2U SEQ ID NO : 6: 

(il SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LlANGE : 432 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 
(C) STRANGFORM; Einze 1st rang 
(D; TOPOLOGIE: linear 

{ii- ART ZES MOLEKULS : Genom-DNA 

{11:1) HYPOTHETISCK : NEIN 

{ i V ) AKT I SENS E ; NE IN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEC ID NO : 6: 

GCGGTGGCGG CCGCTCTAGA ATAGTGGATC CCCCGGGCTG CAGGAATTCG GCACGAGCGG 6 0 

CTGCGGGCGC AGAGCGGAGA TGCAGCGGCT TGGGCCACCC TGCTGTGCCT GCTGCTGGCG 12 0 

GCGGCGGTCC CCACGGCCCC CGCGCCCGCT CCGACGGCGA CCTCGGGTCC AGTCAAGCCC 18 0 

GGCCCGGCTC TCAGCTACCC GCAGGAGGAG GCCACCCTCTA ATGAGATGTT CCGCGGGTGA 24 0 

GGAACTGATG GAGGACACGC AGCACAAATT GCGCAGCGCG GTGGAAGAGA TGGAGGCAGA 3 00 

AGAAGCTGCT GCTAAAGCAA TCATCAGAAG TGAACCTGGC AAACTTACCT CCCAGCTATC 36 0 

ACAATGAGAC CJ^ACACAGAC ACGAAGGTTG GAAATAATAA CCATCCATGT GCACCGAGAA 42 0 

ATTCACAAGT TT --2 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7: 

( i ) SEQUEN2KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 13S3 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 



CGGCGAGCGG 


CAGCGGCGGC 


TGAGGAGCGC 


CGGGGATGCG 


GCGGGGAGAG 


GGAGCGGCGG 


5 0 


CGCGGCGGCG 


ATGGCTGCTG 


CTGTTGGCCG 


TGCTGGCGGC 


TCTGTGCTGC 


GCCGCGGCCG 


120 


GGAGCGGCGG 


GCGGCGG CGA 


GCGGCCAGCC 


TGGGCGAGAT 


GCTGCGGGAG 


GTGGAGGCGC 


180 


TGATGGAGGA 


CACGCAGCAC 


AAGCTGCGCA 


ACGCCGTGCA 


GGAGATGGAA 


GCTGAAGAAG 


240 


AAGGGGCAAA 


AAAACTGTCA 


GAAGTAAACT 


TTGAAAACTT 


ACCTCCCACC 


TACCATAATG 


300 


AGTCCAACAC 


AGAAACCAGA 


ATTGGTAATA 


AAACTGTTCA 


GACTCATCAA 


GAAATTGATA 


3 6 0 


AGGTTACAGA 


TAACAGAACT 


GGATCAACAA 


TTTTTTCCGA 


GACAATTATT 


ACATCTATAA 


420 


AGGGTGGAGA 


AAACAAAAGA 


AATCATGAGT 


GTATCATTGA. 


TGAAGACTGT 


GAAACAGGAA 


480 


AGTATTGCCA 


GTTCTCCACC 


TTTGAATA.CA 


AGTGTCAGCC 


CTGTAAAACC 


CAGCATACAC 


540 


ACTGCTCACG 


AGATGTTGAA 


TGCTGCGGAG 


ACCAGCTTTG 


TGTTTGGGGT 


GAGTGCAGGA 


600 


AAGCCACTTC 


AAGAGGAGAA 


AATGGTACCA 


TTTGTGAGAA 


CCAACATGAC 


TGCAACCCAG 


660 


GAACGTGCTG 


TGCTTTTCAG 


AAAGAACTGC 


TGTTTCCTGT 


GTGCACTCCG 


TTACCCGAAG 


720 


AAGGTGAACC 


TTGCCATGAT 


CCTTCAAACA 


GACTTCTCAA 


CCTGATCACC 


TGGGAACTGG 


7SC 


AACCTGATGG 


AGTACTAGAG 


CGCTGCCCAT 


GTGCAAGTGG 


CTTGATCTGC 


CAACCTCAGA 


84 0 


GCAGCCACAG 


TACTACATCT 


GTGTGTGAAC 


TGTCCTCCAA 


TGAAACCAGG 


AAAAACGAAA 


500 


AAGAAGATCC 


CTTGAACATG 


GATGAGATGC 


CATTTATCAG 


TTTAATACCC 


AGAGATATTC 


960 


TTTCTGATTA 


CGAAGAAAGC 


AGCGTCATTC 


AGGAAGTGCG 


TAAAGAATTA 


GAAAGCCTGG 


1020 


AGGACCAAGC 


AGGTGTGAAG 


TCTGAGCATG 


ACCCGGCTCA 


TGACCTATTT 


CTGGGAGATG 


1080 


AAATATGAAG 


TTCAAACACC 


AGTTTAGTTA 


GTCCTAGAAA 




GTGTCTTGCT 


1140 


TACATACACC 


CTTAACAGAT 


ACTGCTGGAT 


AGAAGTGCAA 


TAAACATCTT 


CATTGAGCAT 


1200 


CCGTTTTCGT 


GCACCAAACC 


TGCATGTTCA 


AATTCATGTT 


GAATTC.ACTC 


AATCTTTGGA 


1260 


CCAAACTTTC 


CATCAAAGAC 


AAATGAGAAA 


GGCATCAGTG 


TTTCCTTTGG 


ATTAATCCTT 


132Q 


TCCTTTGTAC 


AGCAGAAATA 


AACGTATCAG 


TACTCGTACT 


CATTAAAAAA 


ACACACGGAG 


13SC 
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ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"S" document member of the same patent family 



□ate ot the actual completion of the international search 



10 March 1999 



Date of mailing of the Intematioruil search report 



23/03/1999 



Name and mailing address ot the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Gurdjian, D 



Form PCT/lSAClO (second sheet) (July 1992> 



page 1 of 2 



internatwRal search report 



Intert .nal Application No 

PCT/DE 98/03155 



C.(Conl1nuatlor>) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category - Citation of document, with indication. where appropnate, of the retevant 



passages 



Relevant to claim No. 



P,X 



GLINKA A ET AL: "Head induction by 

simultaneous repression of Bmp and Wnt 

signalling In Xenopus." 

NATURE, OCT 2 1997, 389 (6650) P517-9 

XPO02096O87 

ENGLAND 

see the whole document 
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1 s a 



GLINKA, ANDREI ET AL: "Dickkopf-1 
member of a new family of secreted 
proteins and functions in head Induction" 
NATURE (LONDON) (1998), 391(6665), 357-362 
CODEN: NATUAS;ISSN: 0028-0836, XP002096088 
see the whole document 
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Form PCT/)SA/210 (continuation of second she«t} (July 1 992) 



page 2 of 



2 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
K 2607 - hu/km 


iTi^o nroTuro A/-T¥rkM Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/DE98/03155 


International filing date {day/month/year) Priority date {day/month/year) 

21 October 1998 (27.10.98) 27 October 1997 (27.10.97) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/18 


Applicant 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



1 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

25 May 1999 (25.05.99) 


Date of completion of this report 

20 January 2000 (20.01 .2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCTAPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



t 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Internationa] application No. 

PCT/DE98/03155 



L Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have beenjumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 



1-7 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
shects/fig 



1/11-11/11 



, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 

, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



23 December 1999 r23.12.1999) 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/03155 



III. Non-establisbment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

IXI claims Nos. 7 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. . , , 
relate to the following subject matter which docs not require an international prelimmary exammation (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfuropinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos 7 are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 



I I no international search report has been established for said claims Nos. . 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (January 1 994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Imational application No. 
PCT/DE 98/03155 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-6 



1-6 



1-6 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

See Supplemental Sheet. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



IIVTERNATIONAL PRELmiNARY EXAMINATION REPORT 



I^Pptional application No. 

PCT/DE 98/03155 



~SuppIeinema1 Bat ~ ' 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: III and V 

1. The present application relates to six specific 
inhibitors of the wnt signalling pathway, a DNA, a 
DNA coding for these inhibitors, antibodies as well 
as the use of the inhibitors. 

Although inhibitors of the wnt signalling pathway 
have already been described in the prior art (Dl: 
Int. J. Biol., Vol. 40: 531-535, 1996; D2 : Nature, 
Vol. 389, 2.10.1997), the claimed inhibitors are 
different and cannot be clearly derived from this 
prior art in an obvious manner. Consequently, 
Claims 1 to 6 meet the requirements of PCT Article 
33 (2) and (3) . 

2. The following objections have been raised as 
regards Claim 7 : 

The application does not indicate any experimental 
data to show that the isolated clones can in fact 
be used for diagnosis and therapy. Indeed, the 
expression of the clone has not been shown once 
(with the exception of clone 2.6 phdk-1) . 
Therefore, a potential use per se for the specific 
clone is purely speculative. Consequently, there 
is also no support for the use of the broadened 
proteins, i.e. defined by the amino acid consensus 
sequences I and II. Consequently, Claim 7 does not 
meet the requirements of PCT Articles 5 and 6. 



Fonn PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



VER-mAG DIE INTERNATIONALE ZUS/S«MENARBErr AUF DEM 

^ GEBIET DES PATENTWEsRiS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SCHUSSLER Andrea 

H ube r & Sch uss ler "Tl^'iJ^.^ \ 

Tmdertnger Strasse 246 ^^-^-z:'^^!''^-. f-^'^ ' ' \ 
D-81825 Munchen r'^^c^.s^'^-'"' \ 
ALLEMAGNE \ v^H. c*^^'- \ 

2 ^' ^ \ 


PCT 

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regei / i . i i ; 


Absendedatum p. 
(Tag/Monat/Jahr) 2 0. 


Aktenzelchen des Anmelders oder Anwalts 
K 2607 - hu/km 


WJCKTIGE MrrrEILUNG 


Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) Pr.or.tatsdafeim (Tag/Monat/Janr) 
PCT/DE98/03155 27/10/1998 27/10/1997 


Anm elder 

nFi iT.cmHFS KRFRSFORSCHUNGSZENTRUM ... et al 



1. 



Dem Anmelder wird mitgeteiit, daB ihm die mrt der intemationalen vorlaufigen Prutung beauftragte Be horde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Prufungsbencht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berlchts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermrttett. 

3. Aut Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt Qbemnitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationals Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen f mreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Fomnblatt PCT/IB/301 ubermlttelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung ™^ "^^^^^ 

Ubersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbencht entharten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders. solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen Priifung 


Bevollmachtigter Bediensteter 




beauftragten Behdrde 






Europ^sches Patentamt 


Vullo, C 




Jjjj D-80298 MQnchen 






Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 




Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel. +49 89 2399-8061 





ForTnb!attPCT/!PEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwalts 
K 2607 - hu/km 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/03155 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mittetlung uber die Obersendung des internationals n 
vorlaufigen Prufungsbericht {Formblatt PCT/lPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/JWonat/Jahr; 
27/10/1998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/10/1997 



Internationale Patentklasstfication (IRK) Oder Rationale Wassifikation und IPK 
C12N15/18 



Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM ... et ai 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internatlonale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gennaB Artikel 36 ubermrttelt. 

2. Dieser BE RIGHT umfa6t Insgesamt 4 Blatter einschlief3llch dieses Deckblatts. 

S AuGerdem liegen dem Bericht ANUVGEN bel; dabei handelt es sich um Blatter mit B^^^h^f ^"9^";^^^^^^^^ 

und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde I.egen und/oder Blatter J^^J^^;^^^^^^^^ 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.1 6 und Abschnitt 607 der Verwattungsnchtl.n.en zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punklen : 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat ^t, ^ « 
S Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuhelt. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkert 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

S BegrCindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuheit. der erfinderische Tatigkeit und der 
gewettliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

□ Bestlmmte angefOhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der Intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



III 
IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



25/05/1999 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



2 0. 01. 00 



Name und Postanschrrft der mit der intemationalen vorlaufigen 
PriJfung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 MQnchen 
Tel. 449 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

VoIIbach, S 

Tel. Nr. +49 89 2399 8715 



J 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckbtatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER prT/nPQR/o-^i 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenz eichen I /UlniJo/UJ i oo 

I. Grundlage des Berichts 

1 DIeser Bericht wurde ersteltt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmefdeamt auf eine Aufforderung nach 
' Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich emgereicht and sfnd ,hm 
nicht beigefugt, weii sie l<eine Anderungen enthalten.): 

Beschretbung, Seiten: 

ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1 ,7 mit Telefax vom 23/1 2/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/11-11/11 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Andeatngen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da ^iese a^^^^^^^ 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



111. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht darauthin geprutt, ob die beanspruchte EriWung 

neu auf erf inderischer Tatigkert beruhend (nicht offensichttich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist. 

□ die gesamte Internationale Anmeldung. 
K Anspruche Nr. 7. 

Begrundung: 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-Vlll. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER or^T/nPQfi/mi '^'i 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Akt enzeichen HO I /UtrblQ/UJ I OO 

□ Die gesamte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspmche Nr. ^^^^^^"^^^.^"[^^^^ 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 

{genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genauB Angaben) 
o^er die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, da6 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 

konnte {genaue Angaben): 

S Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 7 sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daG kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der «!^«"d^^*^^|»^",^f*i9'^^** ""^ 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 


Anspruche 


1-6 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-6 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-6 


Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Efklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VHI. Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/03155 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

1 . Die vorliegende Anmeldung betrifft sechs spezifische Inhibitoren des wnt- 
Signalweges, die DNA, die diese Inhibitoren kodierende DNA. Antikorper und die 
Venwendung der Inhibitoren. 

Obwohl im Stand der Technik berelts Inhibitoren des wnt Signalweges bereits 
beschrieben sind (D1: Int. J. Biol., vol. 40:531-535, 1996, D2: Nature, vol. 389, 
2.10.1997), sind die beanspruchten Inhibitoren unterschiedlich und nicht in 
naheliegender Weise herleitbar aus diesem Stand der Technik. Daher entsprechen die 
Anspriiche 1-6 den Erfordernissen der Artikel 33(2) und 33(3) PCT. 



2. Anspruch 7 ist wie folgt zu beanstanden: 

In der Anmeldung werden keine experimentellen Daten geiiefert, dal3 die isolierten 
Klone tatsachlich Venwendung finden in der Diagnostik und Therapie. Tatsachlich ist 
noch nicht einmal die Expression der Klone (ausgenommen des Klones 2.6 phdk-1) 
gezeigt worden. Eine potentielle Venwendung selbst der spezifischen Klone ist somit 
vollig spekulatlv. Folglich gibt es auch keine Stiitzung fur die Verwendung der Proteine 
in der verbreiterten Form d.h. definiert uber die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I 
und II. . Daher entspricht der Anspruch 7 nicht den Erfordernissen der Artikel 5 und 6 
PCT. 



Foimblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-Apfil 1997) 



15. November 1999 
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0 09/530219 
Sg6ftec'dPCT/PT0 17 APR 2000 



PCT/DE98/03155 
K 2607 - hu/msf 



Patentanspruche 



1 . Inhibitar-Protein dss wnt-Signalwegs, wobei das protein 2umindest eip.e der 
in Fig. 1 angegebenen Afninosaure-KDnsensus-Sequsnzsn i und II umfaBt 
und durch die DNA von Fig. 2.1. 2.3, 2A, 2.5, 2.5 odsr 2.7 bzw. durch eine 
mit dieser DNA Qber den degenerierten genetjschen Cods verwandte DNA 
kcdiert wird. 

2. DNAj kodierend fur das Protein nach.Anspruch 1, wobei dj© DNA jene von 
Fig. 2.1, 2.3, 2.4, 2,5, 2.6 Oder 2.7 bzw. eine mlt dieser DNA Qbsr den 
degenerierten genetischen Code ver.vandt© DNa ist. 

3. Expressionspiasmid, umfassend die DNA nach Ansprucin 2. 

4. Transformante. enthaltend das Expressionspiasmtd nach Anspruch 3. 

5. Verfahren zur Hersteliung des Proteins nacti Ansprucii 1, umfassend die 
Kultivierung dsr Ti'Bnsformants nach Ansprucn 4 unter geeigneten Bedin- 



6. Antikorper, gerichtst gegen das Protein nach Anspruch 5. 

7. Verwendung eines Proteins, das zumindest eine der In Fig. 1 angegsbenen 
Aminosaure-Konsensus-Sequenzen i und !l umfa(3t, bzw. einefQrein seiches 
Protein l<cd[er€nde DNA zum dlagnostjschen und/oder therapeutischen 
Eingrejfen in den wnt-Signalweg. 



gungen. 



AMENDED SHEET 



VERTR^^bsER DIE INTERNATIONALE zWPaM MEN ARBEIT 
^AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

HUBER, Bernard 
Huber & Schussler 
Truderinger Strasse 246 
D-81825 Munchen 
GERMANY 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 

jNTERNATlONALEN RECHERCHENBERICHTS 

ODER DER ERKLARUNG 



(Regel 44.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



23/03/1999 



Aktenzetchen des Anmelders Oder Anwalts 

K 2607 - hu/ms1 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03155 



internationaies Anmeldedatum 

(T ag/Monat/Jahr) 27 / 1 0/ 1 99 8 



Anmelder 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG . .et al . 



1. [2 Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittett wird. 
Einreichung von Andemngen und einer Erklarung nach Artikel 19= 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung ^ndern (siehe Reget 46). 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung soicher Anderungen betrSgt ubiicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
intemationaien Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim internationalen BCiro der WIPO. 34. CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 



3. 



□ 



Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die ErklSrung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 

Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusStzlichen Gebiihr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

□ der Widersoruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Worttauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die BestimmungsSmter dem Internationaten Buro ubermittelt worden 
sind. 



□ 



noch keine Entscheidung iiber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten sett dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom internationalen Biiro verdffen^ 
iicht Will der Anmelder die Verdffentlichung varhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschteben. so muB gemaB Regel 90 .1 
bzw' 9(f "^3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die Internationale VerOftentlichung eine ErklSrung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum istein Antrag auf Internationale vorlSufige Prufung einzureichen, wen n der 
Anmelder den Eintritt in die nadonale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogar noch langer) 
verschieben mdchte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlunaen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen. die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Pnontatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nach tragi ichen Auswahlerkiarung ausgewahit wurden oder nicht ausgewShlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindltch ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherche nbehOrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 PatenOaan 2 
NL-2280 HV Rijswtjk 
WJ] Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Mireille Claudepierre 



Formblatt PCT/lSA/220 (Jul! 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beibfatt) 




ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen solten gaindlegend« Hinweise zur Einreichung von Anderungen gem&d ArtikeM 9 geben. Dieaen Anmerkungen 
fe^n Te Erford^rnisse des Vertr^s Ober die intemationale Zusammenarbeil auf dem Gebiet des Patentwesens (PCF). der AuafOhrungs- 
ordnung und der VerwaltungsrichUinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen cfiesen Anmeri^ungon und 
obengenannten Texten sind letztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leilfaden fur Anmetder, einer VerSHentiichung der 

Di^'i^^^m^&itngen verwendeten Begriffe 'Artike!', -Regel' und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-AusfCihrungsordnung bzw. der PCT-VerwaJtungsrichtlinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Nach Ertiatt des intemadonalen Rocherchonberichts hat der Anmelder die MSglichkett, einmal die Anaprtche der intemationalen 
Anmeldung zu dndem. Es ist jedoch zu betonen, daB, da alle Telle der intematksnalen Anmeldung (AnsprQche, Beschroibuag und 
Zeichnungen) wflhrend des intemationaien vorlSufigen PrOfungsverf ahrens geAndert werden kfinnen, normalerweiae keine Notwendigkeit 
besteW Anderungen der Anspriiche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zweeke eines voriSufigen 
Schutzes die Vertffentltchung cfieser Ansprucho wOnscht oder ein anderer Grund fOr eine Anderung der AnsprOche vor ihrer intemationa- 
ien Ver6ffentlichung voritegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein vortaufiger Schutr nur in einigen Staaten ertiSltlich ist. 



Welche Telle der IntemaUonalan Anmeldung konnen geSndert werden? 

Im Rahmen von Artikel 1 9 kfinnen nur die Anapruche geSndert werden. 

In der intemationaien Phase kflnnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationaien voriaufigen Prtfung beauf- 
tragten Behdrde geflndert {oder nochmals geindert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationaien vortftufigen PrQfung tseauftragten Beh6rde geindert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kfinnen alte Teile der intemationaien Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geAndert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei IWIonaten ab der Obermittiung des intemationaien Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten at 
dem Prioritfltsdatum, je naehdem, welche Frist spdler abtftuft. Die Andemngen getten jedoch als reehtzeitig eingoreicht, wenn sie 
dem Intemationaien BQro nach AWauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AtrachluB der technischen Vortaereitungen fQr cie 
intemationale Verflffentlichung (Regel 46.1 ) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Andemngen kfinnen nur beim Intemationaien BQro, nicht aber beim AnmeWeamt oder der lntematk)nalen Recherehentjehfirde 
eingereicht werden (Regel 46.2) 

Falls ein Antrag auf intematwnale vorfAuFige Prtlfung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

in welcher Form k5nnen Ar>derungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Andemng des Wortlauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingereichten Fassung. 

FQr )ede8 Anspruchsblatt. das aich aufgmnd einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOnglich eingereichten Blatt 
unterschektet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alte AnsprOche, die auf einem Ersatzblatt erscbeinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen ArrsprQche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumeriemng sind die AnsprOche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsrichtiinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der diolntematlonale Anmeldung verdffentllcht wlrd. 



Welche Untertagen sind den Anderungen betzufOgen? 
BegletUchreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusamnrwn mit der intemationaien AnmoWung und den gednderten Ansprijchen verfiffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechsein mit der "Erklftrung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "Ertdirung nach Artikel 19 (I)*). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders In engllscher oder franzdslscher Sprache abzufassen. Bei engllschspra- 
chigen intemationaien Anmetdungen ist das Begleitschreiben aber ebenfalls in engllscher, bei franzoslschsprachlgen inter- 
natlonalen Anmeldungen in franzoslscher Sprache abzufassen. 



Anmertojngen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Jan uar 1994) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBUATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



tm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den Ansprilchen in der eingereichten Fassung und den geflnderten Ansprilchi 
anzugeben. So isl insbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeldung anzugeben (gtetchlautende Angaben zu 
verschiedenen Anspruch en kannen zusammengefaBt warden) , ob 

i) der Anspnjch unverandert tst; 

ji) der Anspruch gestrichen worden ist; 

iri) der Anspruch neu iat; 

tv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

V) dor Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzutuhren ist. 



Im folgenden «lnd Beisplele angegeben, wie Anderungen In Begteftshrelben zu erldutem sind: 

1 (Wenn anstelle von ursprOnglich 48 Ansprilchen nach der Anderung ainigsr AnsprOche 51 Ansprilche existierenj: 

•Die Anspriiche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte AnsprOche gieichor Numenerung ersstzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unvorftndert; neu© AnsprOche 49 bis 51 hinzugefQgt." 

2. {Wenn anstelte von ureprOngfich 1 5 Anspruchen nach der Anderung alter AnsprOche 1 1 AnsprOche existioren]: 
'Geanderte AnsprOche 1 bis 11 trelen an die SteHe der AnsprOche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprunglieh 1 4 Ansprilche existierten und die Anderungen darin bestohen, daB einige Anspriiche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werden]: * ---.-i ■* 
AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverindert; AnsprOche 7 bis 1 3 gestri chen; neue AnsprOche 15,16 und 1 7 hinzugetogt. utJer An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefQgt; alte Obrigen Ansprilche unverAndert * 

4. [Wenn verachisdene Arten von Anderungen durchgefOhri werden]: . . ^ a 
■Ansprilche 1 -10 unverflndert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geflnderten An- 
spruch 14 efBOlzt; Anspruch 1 7 in geanderte Ansprftebe 15, 16 und 17 untorteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 



-Erkiarung nach Artike) ie<ir (Rego» 46.4) 

Den Andenjngen kann eine ErWarung beigefOgt werden, mit der die Andemngen eriautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) geAndert werden kftnnen). 

Die EfWanjng wird zusammen mtt der intemationalen Anmeldung und den gednderlen Ansprilchen verOffentlicht. 
Sla Ist in der Sprache abzufassan, In der die Intemartionalefl Anmeldung ver&ffentlleht wird. 

Sie muB kurz gehaHen sein und darf , wenn in englischer Sprache abgefaBt oder ins Engltsche Obersetzt, nicht mehr als 500 
W&rter umfassen 

Die EfWarung ist nicht zu verwechseln mit dem Bogleitschretben, das auf c£e Unterschiede zwischen den AnspfOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweisl, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweis© mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)'- 

Die EiWamng darf keine herabsetzenden AuBerungen Ober den intemationalen RecherchenbericH oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten Verflffentlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherche nbericht angefflhrte Verfiffentltchun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Andemng dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 

Auswirkungen elnes berelts gestelltMi Antrags auf intematkMialevoiliufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Andenjngen nach Artikel 19 bereits oin Antrag auf intematk>nale voriaufigB PrOfung 
gesteitt worden, so sollte der Anmetder in seinem Interesse gleichzertig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemalion alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vorlSufigen PrOfung beauftragen BehSrde etnreichen (siehe 
Regel 52.2 a), erster Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hinslchtllch der Obersetzung derintematlonalen Anmeldung beim Eintrttt In die 
Rationale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewteson, daB bei Eintritt in cfie nationale Phase mflglwhenweiso anstatt oder zusatzlroh zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingerekshten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 19 gearKlerten AnsprOche an die 
besbmmten/ausgewdhtten Amter zu Obermittein ist. 

Nahere Einzelheiton Otter die Erfordomiase jedes besttmmten/ausgewahlten Amts sind Band tl des PCT-Leitfadens fOr Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



VERTRJ^UBER DIE INTERNATIONALE zflkwiMENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowte Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

K 2607 - hu/msl 


WEITPRES siehe Mitteilung Qber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts {Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03155 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

27/10/1998 


(Friihestes) PrioritStsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/10/1997 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG . .et al . 



Dieser internationate Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehGrde erstellt und wird dem Anmelder gemSR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _A Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweits eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundtage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

pr| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthatten ist. 

[T] zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in schrittlicher Form eingereicht warden ist. 

I I bei der Beh6rde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, dafi das nachtragiich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 

internationalen Anmeldung tm Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
I I Die Erkiarung, daR die in computertesbarer Form erfafBten Informationen dem schriftlichen SequenzprotokofI entsprechen. 

wurde vorgelegt. 

2. |X| Bestlmmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Etnheltlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Sezeichnung der Erfindung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Beh6rde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtiich der Zusammen fas sung 

Fy*] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehSrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der BehGrde innerhaJb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Fotgende Abbitdung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. . 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen H keinederAbb. 

I I weit der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/DE 98/03155 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar enwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemSB Artikel 17{2)a} wurde aus folgenden Grunden fur bestiriimte Anspruche kein Recherche nbericht erstellt: 



weS^ich^auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Beh5rde nicht verpffichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver- 
fahren sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl i chen/ti en schen 
Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 
auf die angefuhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 

" ' — well ste sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Aniorderungen so wenig entsprechen. 
daB eine sinnvoDe Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



^' ^ weH e^s s?ch dabei urn abhSngige Anspruche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feid II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung {Fortsetzung von Punkt 3 auf Btatt 1) 



Die Internationale Recherche nbehOrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthSIt: 



1.1 1 Da der Anmelder alte ertorderllchen zusStziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' ' inter nationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

o I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte der eine 
2- i 1 zusatzliche Recherche ngebuhr gerechtfertigt h^tte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3 1 I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I i internationate Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 

' ' chenbericht beschrSnkt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst enwahnte Erfindung; diese Ist in folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusStziichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit. 

I I Die Zahiung zusStzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1998) 



' Der Antra^ ist bei der zustdndigen mit der intemationalen voridufigen Priifungbeauftragten Behdrde oder, wenn zwei oder mehr Behorden z^tdndig sind, bei der 
vom Anmeider gewdhlten Behdrde einzureichen. DerAnmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde aufder nachsiehenden Zeile angeben. 



iPEAy_ 



PCX 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERiNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Verirags uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fiir die nachstehend bezeichnete interaadonaie Anmeldung 
die intemationale vorlaufige Prtifung nach dem Venrag uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchgefiihrt wird. 



Von der mit der intemationalen vorlaufisen Priifung beaufiragten Behorde auszufiillen 



Bezeichnung der IPEA 



Einaanssdatum des ANTRAGS 



Feid Nr. I KENNZEICHiNUNG DER liNTERNATTONALEN ANMELDUNG 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE98/03155 



Internationales Anmeidedatum {Ta^/Monat/Jahr} 

27.10.1998 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2607 - hu/km 



(Friihester) Prioritatstag (Ta^/Monat/Jahr) 

27.10.1997 



Bezeichnung der Erilndung 

Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name and Anschriftl {Famiiienname. Vomame; bei junsiischenPersonenvolh:dmiigeamtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrin sind die Posiieiczahl and der Name des Siaais anzu^eben. J 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

D-69120 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Teietonnr.; 



Telefax nr.; 



Femschreibnr.: 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrif t; (Famiiienname. Vomame: bei judsnschen Fersonen voilstdndift amdiche Bezeichnuni 8ei der Ansckrifi sind die Posdeinml imd der Name des Slams anzuseben. i 

NIEHRS, Christof 
Klingenteichstr . 6b 

0-69117 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrift; (Famiiienname. Vomame; bei jurisnschen Penonen vollstdndi^e amdiche Bezeichnung Bei der Ansckrifi sind die Posdeitzahl und der ^ame des Smts anzu^eben.) 

GLINKA, Andrei 
Erlenweg 22 

D-69126 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



RU 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



I I Weitere Anmeider sind auf einem Fonsetzungsblatt angegeben. 



Formblan PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994; Nachdmck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 







Internationales Aktenzeichen 


Blatt Nr 


? 


PCT/DE98/03155 



Feld Nr. HI AiNWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist ^"^^^^ | | gemeinsamer Venreter 

und 'St vom (von den) AnmelderCn) bereits friiher besteilt worden und vertritt ihn (sie) auch fiir die Internationale vorlaufige 

' ' Priifung. 

I I wird hiermit besteilt: eine etwaige fruhere Besteilung eines Anwaits/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusiitzlich zu dem bereits truher besieilten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fiir das Venahren vor der 
mit der intemaiionaien voriaufigen Priifung beauftragten Behorde besteilt. 



N ame und Anschrifi: (Familknneime. Vomame: beijuristischen Personen voUsidndi^e amtiiche Bezeichnung. 

Bet der Anschrifi sind die Posdeiizahi und der Name des Siaats anzugeben.) 

SCHUSSLER, Andrea 
Huber & SchuBler 
Truderinger Str . 246 


Teietonnr.: 

089/427 


247 


48 


Teietaxnr.: 

089/427 


247 


49 


81825 Munchen 


Femschreibnr.; 



□ Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Venreter besteilt ist und statt dessen im obigen 
Feld eine spezielle Zusteilanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wunscht. daB die mit der intemationaien voriaufigen Priifung beauftragte Behorde* 

j 1 die Internationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage der intemationaien Anmeldung in der urspriinglich 

jX I eingereichten Fassung aufnimmt. 

ii) I I die Anderungen nach Anikel 34 

I I der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

I I der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 

I j der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
beriicksichtigt. 

■ v I 1 die beim Intemationaien Euro einsereichten Anderungen der Anspriiche nach Anikel 19 beriicksichtigt (Kopie liegt 

I I bei). 

tv) [ I die Anderungen der Anspriiche nach Anikel 19 nicht beriicksichtigt, sondem als uberholt axisieht. 

X j } den Beainn der intemationaien voriaufigen Prufung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Priori tiitsdatum 

1 1 aufschiebt. sofem die Behorde nicht eine Kopie nach Anikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erkliirung des 

Anmelders erhalt. daB er keine soichen Anderungen vomehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzi werden, wenn die Frist nach Anikei 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der intemationaien voriaufigen Priifung auf der Grundlage der intemationaien 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiciie nach 
Anikel 19 und/oder Andemneen der intemadonalen Anmeldung nach Anikel 34 bei der mit der intemationaien voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde eingehi. bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des intemationaien 
voriaufigen Priifungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geandene Fassung verwendet. 



Feid Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt ais ausgewahlte Staaten alle auswiihlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden 
und durch Kapiiel If des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder besiimmte Staaten nicht auswdhlen, sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCT/IPEAy401 (Blatt 2) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1998) 



Sie he Anmerkungen zu diesem Antra gsformular 



BlattNr. ...3. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/03155 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fiir die Zwecke der 
intemationalen voriauHgen Priifung bei: 



i. 


Anderungen nach Artikel 34 




erhalten 


nicht erhalien 




Beschreibung : 


Blatter 


□ 


□ 




Anspriiche 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 


2. 


Begleitschreiben zu den 




□ 


□ 




Anderungen nach Artikel 34 


Blatter 


3. 


Kopie der Anderungen nach Anikel 19 : 


Blatter 


□ 


□ 


4. 


Kopie einer Erklarung nach Anikel 19 


Blatter 


□ 


□ 


5. 


Sonstige (einzeln aujfuhren) : : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung 
beauftraeten Behorde auszufiillen 



4. 
5. 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. j j unterzeichnete gesonderte Vollmacht 

2. j I Kopie der allgemeinen Vollmacht 

3. I I Begriindung tur das Fehlen der L'nterschrift 



Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 
X sonstige (einzein aujfuhren): 

Scheck Nr. 312765089 



Feld Nr. VU UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAiMEN VERTRETERS 



Der Namejeder unterzeichnenden Person ist neben der Vnterschrifi zu wiederholen. und ea ist anzugeben, sofem sich dies nicht aus dem Antrag ergibt, 
in weichertigenschafidie Person unierzeichnet. 

Munchen, 25. Mai 1999 




Dr. Andrea SchuBler 
Patentanwaltin 



Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auzufiillen 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdaium des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel eO.L.b): 



□ Eingangsdaium des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab | ] 
Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten. fmden keine Anwendung. ' ' 



Der Anmel ier wurde 
entsprechend unterrichiet 



4. 1^ Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 

5 I [ Das Eingangsdatum des Antrags liegi nach Ablauf von 19 Montaten ab Prioritatsdatum. der verspatete Eingong ist aber nach 

_ ' Regel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Intemationalen Biiro auszufiillen 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Fonnblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENAR BEIT A UF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



RECD 2 G JAN 2000 
Wipo 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K 2607 - hu/km 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/03155 



WEITERES VORGEHEN 



slehe Mitteilung Qber die Ubersendung des internationalen 
vorlaufigen Priifungsberrcht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum rragi/Monat^Ja/Tr; 
27/10/1998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/10/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klasslfikation und IPK 
C12N15/18 



Anm elder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM ... et al 



1 . Dieser internationale vorlauf ige PrQfungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen PrOtung beauftragte 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BE RIGHT umfaQt insgesamt 4 Blatter einschlieBllch dieses Deckbtatts. 

S AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabel handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen. Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geSndert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen. und^oder Blatter ^ .^^J^'^^er 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (slehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der VenA^attungsnchtlmien zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthait Angaben zu folgenden Punkten: 



I 

II 
lit 
IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



S Grundlage des Berichts 

□ Prioritat 

S Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuhelt. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 

S BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur StOtzung dieser Feststellung 

□ Bestlmmte angetQhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

□ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



25/05/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrQfung beauftragten Behdrde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 MQnchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

20. 01.00 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Vollbach, S 

Tel. Nr. +49 89 2399 8715 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckbtatt) (Januar 1994) 





INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aklenzeichen PCT/DE98/03155 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteltl auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als '•ursprunglich eingereicht" undsindihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-11 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -7 mit Telefax vom 23/1 2/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/11-11/11 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zelchnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprQnglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusStzliche Bemerkungen: 

111. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfindertsche Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte Internationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 7. 



Begrundung: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Fekter l-VIll, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/031 55 

□ Die gesamte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
{genaue Angaben): 



□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



H Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 7 sInd so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein Intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Taligkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-6 


Nein: 


Anspruche 




Erfinderische Tatlgkert (ET) 


Ja: 


Anspruche 


1-6 




Nein: 


Anspruche 




Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-6 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (FeWer l-VIII, Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/031 55 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT . 

1 . Die vorliegende Anmeldung betrifft sechs spezifische Inhibitoren des wnt- 
Signalweges, die DNA. die diese Inhibitoren kodierende DNA. Antikorper und die 
Venwendung der Inhibitoren. 

Obwohl im Stand derTechnik bereits Inhibitoren des wnt Signalweges bereits 
beschrieben sind (D1: Int. J. Biol., vol. 40:531-535. 1996. D2: Nature, vol. 389. 
2 10 1997), Sind die beanspruchten Inhibitoren unterschiedlich und nicht in 
naheliegender Weise herleitbar aus diesem Stand der Technik. Daher entsprechen die 
Anspriiche 1-6 den Erfordernissen der Artikel 33(2) und 33(3) PCT. 



2. Anspruch 7 ist wie folgt zu beanstanden: 

In der Anmeldung werden keine experimentellen Daten geliefert. dal3 die isolierten 
Klone tatsachlich Venwendung finden in der Diagnostik und Therapie. Tatsachlich ist 
noch nicht einmal die Expression der Klone (ausgenommen des Klones 2.6 phdk-1) 
gezeigt worden. Eine potentielle Venwendung selbst der spezifischen Klone ist somit 
vollig spekulativ. Folglich gibt es auch keine Stutzung fur die Venwendung der Proteine 
in der verbreiterten Form d.h. definiert uber die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I 
und II. . Daher entspricht der Anspruch 7 nicht den Erfordernissen der Artikel 5 und 6 
PCT. 



FomWatt PCT«elblatt/409 (Blatt 1 ) (EPArAprll 1997) 



RC\'. V0N:EPA MLIE^Kn^EN 01 



:23- 12-99 



+49 89 42724749-* 



449 U9 239944«5:# 3 



' *VC."N«v«ntberiB99 





10 



PCT/DE98y03155 
K 2607 - hM/msf 



Patentanspruche 



10 

2. 

15 3, 

4, 
5. 

20 

^^-^ 6. 
25 7. 



inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs. wobei das Protein zumlndest eine der 
in Fig. 1 angegebenen Aminosaur^Konsensus-Sequenzen t und II umfaBt 
und durch die DNA von Fig. 2.1, 2.3, 2.4. 2.6, 2.6 cder 2.7 bzw. durch sine 
mit dieser DNA uber den degenerierten genetisciien Code verwandte DNA 
kcdiert wird. 

DNA, kodierend fur das Protein nach Ansprucli l , wobei dje DNA jene von 
Fig. 2.1, 2.3, 2.4, 2,5, 2.6 Oder 2.7 bzw. eine mit dieser DNA uber den 
degenerierten genetjsehen Code venA/andte DNa ist. 

Expresslonsplasnnid, unnfassend die DNA nach Anspruch 2. 

Transform ante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 3. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1. umfassend die 
Kultivierung der Transfonnante nach Ansprucn 4 unter geeigneten Bedin- 
gungea 

Antik6rper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 5. 

Venfl^endung eines Proteins, das zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen 
Amlnos^ure-Konsensus-Sequenzen I und II umfa3t, bzw. eine tQr ein solches 
Protein kodierende DNA zum dragnostischen und/oder therapegtischen 
EIngrejfen in den wnt-Signalweg. 



AMENDED SHEET 



VERTRAG^ER DIE INTERNATIONALE ZUS^fcvi EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 

K 2607 - hu/msl 



WPITERES siehe Mttteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

cnco Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 

VORGEHEN zutreffend, nachstehiender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03155 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/10/1998 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/10/1997 



Anmelder 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG ..et al 



Dieser Internationale Recherche nbertcht wurde von der Internationalen Recherche n be hOrde erstellt und wird dem Anmelder gemSfB 
Artikel 18 ubermitteit. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherche nbertcht umfa3t insgesamt _4 Blatter. 

pC] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlagedes Berichts 

a Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeidung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist 
bei der Behcirde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behcirde nachtrSglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2. 

3. 



□ 



ffl 

m 
□ 
□ 
□ 

□ 



|X] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. iHinsichtlich der Bezelchnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Beh6rde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammen fas sung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Fetd Mi angegebenen Fassung von der Beh6rde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der BehOrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 

I I ' wie vom Anmelder vorgeschtagen [Z] ^®'* 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATiONALER RECHERCHENBERICHT 



nationales Aktenzetchen 
PCT/DE 98/03155 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemarB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. . 
weil sie sich auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, nSmlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver- 
fahren sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tieri schen 
Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und griindete sich 
auf die angefuhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 

2. Anspruche Nr. , 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. nSmlich 



3. Anspruche Nr. . ^ ^ r.. ■ ^ 
weil es sich dabei urn abhSnglge Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthSlt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderfichen zusatzlichen Recherchengebuhren rachtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I 1 inter nationate Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



□ Da fur alie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Beh6rde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



□ Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4 I 1 Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig enthchtet. Der Internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst enwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezahlt. 

I I Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Wlderspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 {Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jul) 1998) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/DE 98/03155 



Box I Obseivatioiu where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



Thisinteinationalsearchreporthasnotbeenestablishedinrespectofcertainclaiinsimder Article n(2)(a) forthe following reasons: 

1. nCl Claims Nos.: 

" — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claims 9, 10 relate to a method for treating the human/animal body insofar 
as they relate to an in vivo method, the search was carried out and was based on the cited 
effects of the compound/composition. 

2. I I Claims Nos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

" — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a) 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2. As all searchable claims couldbesearchedwithoutefifortj\istifyinganadditionalfee,this Authority did not invite p^ 
of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I — I No required additional search fees were timely paid by the applicant. ConsequenUy, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest |_J The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accoii^)anied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNAHONALER kHhERCHENBERICHT 



I men nales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03155 



A. KLASSIFIZIERUNG DESANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ , ^ „,o»,r/in A/: 1 1/ -3 O /O O 

IPK 6 C12N15/18 C07K14/475 C07K16/22 C12N5/10 A61K38/22 
A61K48/00 G01N33/53 C12Q1/68 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation una der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mifvdestprufstoff (Klassttikationssystem ond Klasslfikationssymbole ) 

IPK 6 C07K C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstotf gehorende Veroftenttichungen, soweit dtese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, venvendete Suchbegriffe) 



C. AtS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 


BezGichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht komtnenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


SAWADA K ET AL: "Characterization of 


3,4 




terminally differentiated cell state by 






categorizing cDNA clones derived from 






chicken lens fibers." 






INT J DEV BIOL, JUN 1996, 40 (3) P531-5, 






XP002096086 






SPAIN 






siehe das ganze Dokument 


3,4 


X 


-& 




EMVRT DATABASE 






Accession number D26311 





29-JUL-1994 (Rel. 40, Created) 
Sawada K 
XP002096089 

siehe das ganze Dokument 



Weitere Veroffenltichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehnrsen 



□ 



Siehe Anhang Paterrttamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffontlichungen 
"A" Ver6«entlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 



aber nicht ale t>esonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



alteres Ookument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroftentlicht worden ist 
"L" Veroffentlichung, die geeignst ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schelnen zu lassen. Oder durch die das Veroftentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefCihrt) 

"O" Veroffentlichung, die stch auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MafJnahmen tja2ieht 

"P" Verotfentltchung, die vor dem intamationaten Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspnjchten Prioritatsdatum veroftsntlrcht worden ist 



"T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroftentlicht worden ist und mit der 
Anmeidung ntcht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
ErtirwJung zugrundetiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erfindung 
kann allein aufgmnd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

••Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspoichte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlrchung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Katagorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung tiir einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derseiben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 



10. Marz 1999 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



23/03/1999 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.O. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. <+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax; (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Gurdjian, D 
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INTERNATIONALER^CHERCHENBERICHT 



Intern lates Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03155 



C.<Fortsetzung> ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte^ Beze«:hnung der Veroffentlichung. soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teiie 



Betr. Anspruch Nr. 



GLINKA A ET AL: "Head Induction by 

simultaneous repression of Bmp and Wnt 

signal ling In Xenopus. " 

NATURE, OCT 2 1997, 389 (6650) P517-9, 

XP002096087 

ENGLAND 

siGhe das ganze Ookument 

GLINKA, ANDREI ET AL: "Dickkopf-1 is a 
member of a new family of secreted 
proteins and functions in head induction" 
NATURE (LONDON) (1998), 391(6665), 357-362 
CODEN: NATUAS;ISSN: 0028-0836, XP002096088 
siehe das ganze Dokument 
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Foimbtatt PCTyiSA/21 0 (Foitsettung von 8(an 2) (Juli 1 992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



tnio. . lationales Aktenzeichen 
PCT/DE 98/03155 



Feld I Bemerttungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemafB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteilt: 



X 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande be Ziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist, nSmtich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver- 
fahren sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschi ichen/tieri schen 
Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und grundete sich 
auf die angefiihrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung. 

2. I I Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolte internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann. namitch 



3. Anspruche Nr. 

weii es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaRt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die interna tionate Recherche nbehorde hat festgesteilt. daR diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle ertorderlichen zusatztichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbericht auf alte recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 

" 1 zusatzliche Recherche ngebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusdtzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbehcht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderiichen zusStzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst enwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprtichen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusAtzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt. 

I I Die Zahlung zusStzlicher Recherchengebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



1 



20. April 2000 




12 



^34mDT 



Claims 



2 . 



3 . 



4. 



5 . 



6. 



7 . 



An inhibitor protein of the wnt signal path, wherein 



The protein according to claim 1, wherein the 
protein comprises the amino acid consensus sequences 

1 and II. 

A DNA coding for the protein according to claim 1 or 

2 . 

The DNA according to claim 3, wherein the DNA 
comprises : 

the DNA of fig. 2 or a DNA differing therefrom by 

one or several base pairs, 

a DNA hybridizing with the DNA of (a) or 

a DNA related to the DNA of (a) or (b) via the 

degenerated genetic code. 

An expression plasmid, comprising the DNA according 
to claim 3 or 4 . 

A transformant, containing the expression plasmid 
according to claim 5 . 

A process for the preparation of the protein 
according to claim 1 or 2 , comprising the culturing 
of the trans formant according to claim 6 under 
suitable conditions. 



the protein comprises at least one of the amino acid 
consensus sequences I and II indicated in fig. 1. 



8. 



Antibodies directed against the protein according to 
claim 1 or 2 . 



20. April 2000 
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9 . Use of the protein according to claim 1 or 2 as a 

reagent for diagnosis and/or treatment. 

10. Use of the DNA according to claim 3 or 4 as a 

reagent for diagnosis and/or treatment. 




0 . 



PCX 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, dafi die vorliegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag ilber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Anmeideamt auszufilllen 



Internationales Aktenzeichcn 



Internationales Anmeldcdatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Appiication" 



Aktenzeichcn des Anmelders oder An waits (falls gewiinscht) 
(max. IlZeichen) K 2607 - hu/msl 



Feld Nr. I BEZEICHNtJNG DER ERFINDUNG 

Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 


Feld Nr. 11 ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienmme, Vormme: beiJia-istischenFersonenvplhtandtgeamtliche Bejeic^ 
Bei der Anschrifi sind die Postleitzahi und der Name des Stoats artzugeben Der in dtesem Feld m der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsttzes des Anmelders. sofern nachstehend kern 
Stoat des Sitzes oder Wohmitzes angegeben ist.) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

0-69120 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 
1 ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Teiefaxnr.: 


Femschrcibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diesc Person ist Anmeidcr i ] alle Bestim- [-y-l alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme j j nur aie vereinigten | 1 '^^^J^*^^. 

filrfoigcndcStaaten: | | mungsstaaien LiLJ der Vereinigten Staaten von Amenka 1 j Staaten von Amcnka i j angegebenenStaaten 


Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: fFamiliemtame, Yomame: beijwistisckenPersonenvollstdndigeamthcheBezeichn^ 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahi und der Name des Stoats anzugeben. Der m dtesem Feld in aer 
Anschrifi angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

NIEHRS, Christof 
Klingenteichstr. 6b 

D-69117 Heidelberg 


Diese Person ist: 
1 j nur Anmelder 

1 X 1 Anmelder und Erfmder 

[ j nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekrzmt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig.) 


Staatsangehiirigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicse Person ist Anmeidcr ( laUcBestim- 1 1 aileBcsummungsstaatenmitAusnahme S"^^''^ ^'^^'^L"!^"'? . 1 I ?ipi?eSneSmten 

fllrfoigendcStaaten: | | mungsstaaien I | der Vcreinigten Staaten von Amen ka Staaten von Amenka ! 1 angegebenen Staaten 


[Y] Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder^ sind auf einem Fortsetzungsblan angegeben. 


Feld Nr. IV ANW ALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgendePereon wird hiermitbestellt/istbestelltwordcn urn fiir den ^^^it 1 | ^'2'^^^'^''' 
vor den zustandigen iniemationalen Behdrden in folgendcr Eigenschaft zu handeln als: VLJ \ — 1 Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vojlstandi 

Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahi und der Name des Staats 
anzugeben.) 

Dr. Bernard Huber 
Truderinger Str. 246 

81825 Munchen 


Telefonnr.: 

089/42724748 


Teiefaxnr.: 

089/42724749 


Femschreibhr.: 


[—1 ZustelUnschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzcn, wenn kein Anwait oder gemeinsamer Vertreter bestellt iSt und statt dessen im 
1 1 nhigen Feld eine speziclle Zustcllanschrift. angegeben ist. 



Blan Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


IVird keines der fotgenden Felder benutzjt, so soUte dieses Biatt dem Antrag nicht beigefugt werdeiu 


NameundAnschrift: (Familienname. Vomame: beijuristischen PenonenvoUstandige amtUche BezelchnwK. 
Bet der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben, Der in dtesem Feld m der 
Anschrift angegebene Staat ist der Siaat des Sities oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
. Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

GLINKA, Andrei 
Erlenweg 22 

D-69126 Heidelberg 


Diesc Person ist: 
1 1 nur Anmeidcr 

1 ^ 1 Anmelder und Ertlnder 

1 j nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekrevzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

RU 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicse Person ist Anmeidcr i 1 alle Bcstim- 1 1 allcBestimmungssiaaten mitAusnahme | nurdieVereimgien | 1 die im Zusatzfeld 

fUrfolgendeStaaien: 1 I mungssiaaien I | der Vereinigien Staatcn von Amerika 12S_| Staaten von Amerika 1 1 angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: beijuristischen Personen voilstandige amtUche Bezeichnung. 
Bet der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Fe d in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
^1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmeidcr und Erfmder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

\ ! angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


' Diese Person isi Anmeidcr i 1 aile Bestim- 1 1 aileBestimmungsstaaten mitAusnahme | I rur die Vereinigten j j die im Zusaczfeld 

fllrfoigende Staatcn: I I mungsstaaten 1 j der Vereinigten Staaten von Amerika 1 J Staaten von Amerika I 1 angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: bei juristischen Personen voilstandige amtiiche Bezeichtim^. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in aiesem Feld tn der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmeidcr. und Erfmder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses Kastchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangeharigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diesc Person ist Anmeidcr ! 1 alle Bestim- 1 1 aile Bestimmungsstaawn mitAusnahme 1 | nur die Vereinigten | ] die im Zusatzfeid 

fllrfoigende Staaten: I 1 mungsstaaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amenka | 1 angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname. P'omame; bei juristischen Personen voilstandige amtiiche Bezeichnur^. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem nachstehend kern 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 I angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


StaatsangehSrigkeit (Staat); 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmeidcr i 1 aile Bestim- 1 1 aileBestimmungsstaaten mitAusnahme | j nur die Vereinigten | j '^'^ '"^ J^'^^'^oii^n 

fllrfoigende Staatcn: I [mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staatcn von Amerika | ] Staaten von Amenka j 1 angegebenen btaaien 


1 1 Weitere Anmeidcr und/oder (weitere) Erfinder sind auf eincm zusatziichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



AL Albanien □ 

AM Armenien d 



Osterreich □ 

Australien □ 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina □ 

Barbados □ 

Bulgarien 

Brasilien □ 

Belarus D 

Kanada □ 

CH und LI Schwciz und Liechtenstein □ 

CN China □ 

Kuba □ 

Tschcchische Republik □ 

Deucschland D 

Danemark D 

Estland : □ 

Spanien D 

Finnland D 

Vereinigtcs Kdnigreich Q 

Georgien D 

Ghana D 

GM Gambia D 

GW Guinea-Bissau □ 



AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . 
Litauen 
Luxemburg 
Lettland 



Die folgendcn Bestimmungen nach Regcl 4.9 Absatz a werdcn hicrmit vorgcnommcn (bitte die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kdstchen 
mup angekreuzt werden) : 

Regionales Patent ^ . c--* c i ^ 

n AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan SZ Swasiland, 
UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Venragsstaat des Harare-Protokolls und des PCX ist 

n EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Beianis, KG Kirgisistan, KZ Kasachsiaii MD Republik 
Moldau, RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragssiaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

ra EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Beigien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein CY Zypern, 
DEDeutschland DK Danemark, ES Spanien. FIFinniand.FRFrankreich,GB Veremtgtes K:onigre!Ch,GRGnechenland, 
IE Iriand, IT Italicn, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

n OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso,BJ Benin, CFZentralafrikanischeRepublik.CG Kongo, CI Cote dMvoire,CM Kamerun, 
GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger. SN Senegal, TD Tschad, TG Togo und jeder weitere 
Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT isi (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonssiges Verfahren gewiinsck wird bitte 

auf der gepunkteten Ltnie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewtinscht wird bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
n 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



HR 

HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



Kroatien 
Ungam . . . 
Indonesien 
Israel .... 
Island 
Japan 



□ 
□ 
□ 
□ 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemaligejugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeiand 

PL Polen 

PT Portugal 

RO RumSnien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika .... 



Kenia □ 

Kirgisistan □ 

Demokratischc Voiksrepublik Korea . . . .... □ 

□ 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugosiawien 
Simbabwe 



KR Republik Korea Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fiir die Zwecke ernes 

urv i^.<...h<t^n nationalen Patents), die dem PCT nach der VerOfTenthchung 

KZ. i^asacnstan ^.^^^^ Formblatis beigetreten sind: 

LC Saint Lucia 

Sri Lanka □ 

Liberia 



LK 
LR 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzi.ch zu den oben genannten "JF^^^^^^^^^^ 
Repe! 4 9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulSssigen Bestimmungen vor mtt Ausnahme der im Zusatztcld genannten 
Beftlmmuneen^ie vSn dkser^rkianinrausgenD^ sind.^ Der Anmeider erklart, daB diese zusatziichen Bestirnmungen unter 
dem vXhaU eine^ jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 1 5 Monaten ab dem Pnoritatsdatum. 
nfcT^t bes'lti^ als vom Anmeider zunickgenommen fi. (Die f^i^.l'^^f^"^^^ 
erfolgt durchdie Einreichung einer Mitteiiung, in der diese Bestimmung angegeben wirl und die Zahlung der Besttmmungs- und 
der Bestatigungsgebiihr. Die Bestdiigung muj beim Anmeldeamt inner%alb der Frtst von 15 Monaten eingehen.) __ 



Formblatt PCT/RO/IOI (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Btan Nr. 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmcldung 
(T ag/Monat/Jahr) 


Aktenzeichen 
Qcr iruneren Anmciaung 


1st die frilhere Anmeldung cine: 


nationale Anmeldung: 


rcgionale Anmeldung:* 
regionales Ajnt 


inicmationale Anmeldung: 
Anmeldeamt 


Zeile(l) 

.Deutschland 


(27.10.97) 


197 47 418 '.7 






Zetle (2) 










Zeile (3) 











nr\ Das Anmcideami wird ersucht, cine beglaubigte Abschrift der oben in dcr (den) Zetle(n) f- — —— ■ — — — 

bezeichnctcn friiheren Anmeldung(cn) zu eretellen und dem intemationaien BQro zu Qbcrmittein (nur falls die fruhere Anmeiciung(enj oet 
dem Amt eingereichi warden ist(sind), das jur die Zwecke dieser intemationaien Anmeldung Anmeldeamt ist) 
* Falls es sich bei der friiheren Anmeldung urn eine ARIPO-Anmeldung handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Slaat angegeben werden der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsiiberetnkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fir den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Fefd Nr. VTI 



INTERNATIONALE RECHERCH ENBEHORDE 

Antrag auf iNut2ung der Ergebnisse ciner friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
frilhere Recherche i/a//j eine/riihere Recherche bei der intemationaien RecherchenbehOrde 
beaniragt oder von ihr durchgefuhrt warden ist): 

Aktenzeichen 



Wahl der intemationaien Rechercbenbehflrde (ISA) 
(falls zwei oder mehr als zwei intemationale Recherchen- 
behdrden fUr die Ausjiihrvng der intemationaien Recherche 
zustdndig sind. geben Sie die von Ihnen gewdhite Behdrde an: 
der Zweibuchstaben-Code kann bentitzt werden) 

ISA/ EPA 



Datum (Jag/Monat/Jahr) 



Staat (oder regionales Amt) 



FeldNr.VIU KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthait 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag 4 

Beschreibung (ohne 
S equenzprdto ko Ikci 1) 

Anspriiche 

Zusammcnfassun g 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



14 
2 
1 

11 



39 



Dieser intemationaien Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. ^ Blan fur die Gebiihrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (fails vorhanden): 

4. □ Begrilndung fiir das Fchlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeieg(e), in Feld Nr. VT durch 

folgende Zeilennummer gekcnnzeichnct: 

6. □ Oberseizung der intemationaien Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gesonderte .Angaben zu hinterlegten Mikrooi^anismen Oder andeiOTi biologischen Material 

8. [X] Protokoll der Nucleodd- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. 29 Sonstige {einzeln auffuhren): Scheck, Kopie f.Priobeleg 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassung 
verOfFendicht werden sol T (Nr.): 



Sprache, in der die 
intemationale Anmeldung 
eingereicht wird: 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 

Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es isi anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person untenreichnet. 

Munchen, Oktober 1998 




. Vom Anmeldeamt auszufiinen . 



1. Datum des 
international 



.chiichen Eingangs dieser 
Anmeldung: 



3. Geandcrtes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationaien Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, sine 
ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellprolifera- 
tion und -Differenzierung wahrend der Embryonal-Entwicklung von Drosophila, 
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfaf2.t die Kombination von 
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind, 
und wnt-Rezeptoren, an die die Glykoproteine binden. Ferner ist der wnt-Signal- 
weg beim Menschen kausal im Colon- und Mammakarzinom sowie dem Mela- 
nom impliziert (vgL Peifer, M., Science 275, (1997), 1752-1753). Inhibitoren 
des wnt-Signalwegs konnten daher eine Mogiichkeit darsteilen, therapeutisch bei 
Tumorerkrankungen eingreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Inhibitor-Protein des wnt- 
Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsensus-Sequenzen I und II umfallt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, dalS in 
Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das den wnt-Signalweg inhibiert. Der Anmelder hat gefunden, daQ> die 



erreicht. 
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Expression des wnt-Gens, Xwnt-8, in Xenopus iaevis zur Ausbildung von Siame- 
sischen Zwillingen fuhrt. Diese MiSbildung wird verhindert, wenn gleichzeitig das 
vorstehende Protein exprimiert wird. Dieses Protein ist ein sekretorisches Protein 
von etwa 40 kD. Es weist zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Cystein- 
5 reichen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II auf. Varianten des Proteins 

sind in Form ihrer DNAs in Fig. 2 angegeben. Desweiteren hat der Anmelder 
erkannt, dafS Varianten des Proteins in unterschiedlichen Geweben exprinniert 
werden (vgl. Tabelle 1 und Fig. 3). 

10 In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit "wnt-lnhibitor" 

(wnt-l) bezeichnet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform weist (wnt-l) die in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsenus-Sequenzen I und II auf. 

15 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur (wnt-l) kodieren- 
de Nukleinsaure. Diese kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.B. 
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgen- 
des umfaEt: 

20 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

25 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ubiichen 
30 Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 

einer DNA von (a) hybridisiert. 
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Die DNA von Fig. 2 umfaRt sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus, 
iVIensch oder Huhn stammen und fur (wnt-l) kodieren. Sechs dieser DNAs 
warden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt: 

5 

Fig. 2.1 (DNA aus Mensch) als phdkk-3 unter DSM 1 1762 
Fig. 2.2 (DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3 
Fig. 2.3 (DNA aus Maus) als pmdkk-2 unter DSM 11759 
Fig. 2.4 (DNA aus Mensch) als phdkk-2 unter DSM 1 1761 
10 Fig. 2.5 (DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 1 1758 

Fig. 2.6 (DNA aus Mensch) als phdkk-1 unter DSM 11760 
Fig. 2.7 (DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 1 1757 



Nachstehend wird eine erfindungsgennafSe DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
1 5 Diese steht beispielhaft fur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 



2ur Hersteilung einer erfindungsgemafSen cDNA ist es gunstig, von einer Xeno- 
pus laevis-cDNA-Bibliothek auszugehen (vgl. Glinka, A. et al., Mechanisms 
Deveiope 60, (1996), 221-231). Von den einzelnen cDNA-Klonen werden 

20 mittels RNA-Polymerase entsprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden 

zusammen mit mRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji- 
ziert. Es wird auf die Ausbildung von Siamesischen Zwillingen bei Xenopus 
laevis gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens alleine 
Oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht 

25 fur (wnt-l) kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwillingen wird somit 

als Nachweis fur das Vorliegen einer mRNA gewertet, die fur (wnt-l) kodiert. 
Solch eine mRNA \aQ>t unmittelbar die entsprechende cDNA erkennen. 



Eine erfindunggemalSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
30 vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpadi zu 
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nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, 
cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet 
sich besonders der Bacuiovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

5 Der Fachmann kennt geeignete Zeilen, unn eine, erfindungsgenna(S.e, in einenn 

Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FMSA, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

10 

Der Fachmann weilS, in welcher Weise eine erfindungsgennafSe cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden mufS. ihm ist auch bekannt, daQ> diese cDNA 
in Verbindung nnit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so dalS die erfindungsgemafie cDNA in Fornn eines Fu- 
15 sionsproteins exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemaSe cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
20 solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 

25 kann durch ubiiche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 

monoklonal sein, Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 

30 sionslprotein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 

dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
nalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 
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Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, den wnt-Signalweg besser zu unter- 
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemafSen Antikorper kann (wnt-l) 
in Organisnnen nachgewiesen warden. Ferner kann mit einenn erfindungsgema- 
flen (wnt-l) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
5 werden. Beide Nachweise konnen durch Qbliche Verfahren, insbesondere einen 

Western Biot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder dutch Immunfluo- 
reszenz, erfolgen, Desweiteren kann mit einer erfindungsgemafSen Nukleinsaure, 
insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fur 
(wnt-l) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
10 ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Somit konnen mit der vorliegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht, 
d.h. diagnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam- 
menhangen. Dies sind z.B. Zellproliferation und -Differenzierung sowie Erkran- 
15 kungen verschiedenster Art. Beispiele von letzteren sind Erkrankungen des 

Auges und der Knochen sowie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und 
Mammakarzinom sowie Melanom. 

Desweiteren etgnet sich die vorliegende Erfindung, MaEnahmen fur und gegen 
20 das Vorliegen von (wnt-l) in Organismen zu ergreifen. Mit einem erfindungs- 

gemafSen Antikorper kann (wnt-l) in Organismen inhibiert werden. Andererseits 
kann mit einem erfindungsgemafSen (wnt-l), insbesondere nach Kopplung an ein 
vom Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die 
Menge von (wnt-l) in Organismen erhoht werden. Entsprechendes kann auch mit 
25 einer erfindungsgemaEen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo- 
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-l) in 
diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaEe Nuklein- 
saure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden. 
30 Hierzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sinn- 
Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (wnt-l) kodierenden Gens 
verwendet. 
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Somit stellt die vorliegende Erfindung auch die Moglichkeit bereit, in den wnt- 
Signalweg aktivierend bzw. Inhibierend einzugreifen. Erstes konnte z.B durch 
Verabreichung eines erfindungsgennafSen Antikorpers gegen (wnt-l) erfolgen. Fur 
letzteres bietet sich an, erfindungsgemafSes (wnt-l) zu verabreichen. Die Aktivie- 
rung des wnt-Signalwegs konnte sinnvoll sein, wenn daran gedacht wird, 
Organismen fur Organspende zu zuchten. Die Inhibierung des wnt-Signaiwegs 
bietet sich allerdings an, um therapeutisch bei Erkrankungen von Knochen und 
des Auges sowie bei Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und Mammakar- 
zinomen sowie Melanom, eingreifen zu konnen. 

Insbesondere zeichnet sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, dafS sie 
gewebespezifisch eingesetzt werden kann. Dies gilt sowohl fur Diagnose als 
auch fur Therapie. Beispielsweise eignet sich eine erfindungsgennafSe DNA, DKK- 
1 , ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, 
wie Gehirn, Herz, GefalSe, Knochen, Knorpel, Bindegewebe und Auge. Ferner 
eignet sich eine erfindungsgemaBe DNA, DKK-2, ein entsprechendes Protein 
bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefafSe, 
Knochen, Bindegewebe, Nieren, Hoden, Milz, Ovarien, Muskel, Uterus, Knorpel, 
Auge und Brustdruse. Desweiteren eignet sich eine erfindungsgemalSe DNA, 
DKK-3, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon, besonders fur 
Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefafSe, Knochen, Knorpel, Auge, Bindegewebe, 
Lunge, Ovarien, Muskel und Brustdruse. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und I! eines erfin- 

dungsgema(2.en (wnt-l). Die Angabe bedeutet eine Aminosaure, 
wobei die Zahl der Aminosauren variabel ist, wenn sie einen Stern 
aufweisen, 



Fig. 2 zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l) kodierenden DNAs mit 

Angabe der Basen, die zu den Aminosaure-Konsensus-Sequenzen 
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von (wnt-l) beitragen. 

Fig. 3 zeigt die Expression von drei (wnt-!) kodierenden DNAs, DKK-1, 

DKK-2 und DKK-3, in Geweben. 

5 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele eriautert. 

Beispiel 1: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaften (wnt-l) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemalSen (wtn-l) wurde die DNA von Fig. 2.6, 

10 phdkk-1 mit Bam Hl-Linkern versehen, anschliefSend mit Bam HI gespalten und 

in den mit Bam HI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es 
wurde das Expressionsplasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein solches kodiert fur ein 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs- 
gemafSen (wnt-l) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von 

15 E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) 

verwendet. Die Bakterien wurden In einem LB-Medium mit 1 00>L/g/ml Ampicillin 
und 25/yg/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60/yM IsopropyI-f2.-D-Thiogalacto- 
pyranosid (IPTG) induziert, Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde 
eine Lyse der Bakterien erreicht, anschliefSend wurde mit dem Lysat eine Chro- 

20 matographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 

Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 18 % SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 

25 J.O. und Kornberg, R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, dafi ein erfindungsgemafSes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 

30 Beispiel 2: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Ein erfindungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Poiyacrylamid-Gelelektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
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Natriumacetat wurde eine ca. 40 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und 
in Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stucke wurden sedimen- 
tiert, bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, bestimmt 
5 wurde. Mit denn Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immuni- 

siert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Innnnunisierung wurden 35//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 
10 und 0,1 ml konnplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Innnnunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Innnnunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Innnnunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Innnnunisierung (icFA) 
1 5 Tag 80: Ausbiuten 

Das Serum des Kaninchens wurde Im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Geleiektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 

20 Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 

Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al.. Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikorper Inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 

25 mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 

Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlielSend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 

30 (36A/M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
lOOmM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCy bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 
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Es zeigte sich, dafS erfindungsgemafSe, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fiir polyklonale Antikorper im Huhn 

5 Pro Immunisierung wurden 40/yg Gei-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 

und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomptettes Freund's Adjuvans; icFA) 
10 Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb wurden Antikorper extrahiert und im Western Biot getestet. Es 
wurden erfindungsgemalJe, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 



1 5 Immunisierungsprotokoll fiir monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden 1 2//g Gei-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) geiost. 



20 



25 



Tag O. 
Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemafSe, monoklonale Antikorper wurden nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

5 1 . Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine 

der in Fig. 1 angegebenen Anninosaure-Konsensus-Sequenzen I und II 
umfaf^t. 

2. Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus- 
10 Sequenzen 1 und II umfafSt. 

3. DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 

4. DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfaftt: 

15 (a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 

senpaare unterschiedliche DNA, 

(b) eine nnit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

20 

5. Expressionsplasmid, unnfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4. 

6. Transformante, enthaltend das Expressionsplasnnid nach Anspruch 5. 

25 7. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 1, unnfas- 

send die Kuitivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne- 
ten Bedingungen. 



8. 

30 

9. 



Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 



Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Dia- 
gnose und/oder Therapie. 
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10. Verwendung der DNA nach Anspruch 3 oder 4 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



*26. Oktober 1998 



- 14 - 

Zusammenfassung 

Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, 
eine ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 



